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국 문 초 록 
 
 
식품에 함유되어 있는 유산균의 수를 측정하기 위해 많은 
선택배지들이 사용되고 있다. 하지만 선택배지에 사용되는 항생제에 의해 
일부 Bifidobacterium들의 생장이 저해된다는 연구가 보고되고 있다. 
본 연구에서는 비선택배지와 선택배지에서 유산균의 생존율을 
검증하였고 double layer (DL)를 이용한 배지 제조 방법을 고안하여 검출 
정확도를 높였다. 또한 시중에 판매되고 있는 유산균 제품으로부터 일반 
유산균과 Bifidobacterium 을 선택적으로 검출하여 배지의 유효성을 
확인하였다. 
일반 유산균의 검출을 위해 MRS-BCP (de Man Rogosa and Sharpe with 
bromocresol purple) 배지와 BCP (plate count agar with bromocresol purple) 
배지를 이용하였으며, Bifidobacterium 검출을 위해 BS (Bifidobacterium 
selective) 배지 및 TOS-MUP (transgalacto-oligosaccharides with mupirocin, TM) 
배지를 사용하였다. 또한 TM-DL (TM-double layer) 배지 및 BS-DL (BS 
double layer) 배지를 제조하여 Bifidobacterium의 회복능을 높이고자 하였다.  
BCP 배지를 이용한 일반 유산균 검출에 사용되는 주입평판법은 
배지의 높은 온도에 균체가 손상을 받아 생균수가 낮게 측정되므로 
도말평판법을 이용하여 호기적으로 배양하는 것이 적절할 것으로 
사료된다.  
Bifidobacterium 선택배지인 BS 배지와 TM 배지에서 Bifidbacterium 을 




낮게 나타났으며 Enterococcus faecium KCTC 13225이 105 CFU/ml 수준으로 
관찰되었기 때문에 BS 배지를 Bifidobacterium 선택배지로 사용할 경우 
계수에 오류가 생길 것으로 판단된다. TM 배지 및 TM-DL 배지는 BS 
배지에 비하여 높은 회복률을 나타내며 일반 유산균의 생장도 효과적으로 
저해했다. 따라서 TM 배지 및 TM-DL 배지가 Bifidobacterium 선택배지로 
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MRS; de Man Rogosa and Sharpe 
BCP; Plate count agar (PCA) with bromocresol purple 
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TOS; Transgalacto-oligosaccharides 
TOS-MUP (TM); Transgalacto-oligosaccharides with mupirocin 
BL; Briggs liver 











프로바이오틱스 (probiotics)는 적정량 섭취 시 숙주에게 유익한 효과를 
주는 살아있는 미생물이다 [1]. 건강기능식품공전에는 Bifidobacterium, 
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus 및 Enterococcus를 프로바이오틱 유산
균으로 인정하고 있다 [2]. 
위의 프로바이오틱 유산균들이 제공해주는 효과에는 장내 균총 유지, 
유당불내증 완화 [3], 면역 체계 강화 [4-6], 변비 및 설사의 증상 완화 등
이 있다 [7, 8]. 또한 장내 유해균 생장을 억제하며 [9] 유해균이 생성하는 
유해 물질을 감소시킨다 [10]. 이와 같은 효과를 보기 위해 프로바이오틱스
를 식품으로 106 CFU (colony forming unit)/g 이상, 또는 하루 108~1010 CFU/g 
수준의 살아있는 균을 섭취해야 한다 [2, 11, 12]. 
그러므로 적정 섭취량을 유지하기 위해 제조자는 생산된 제품에 들어
있는 균 종류 및 수를 지속적으로 추적해야 할 필요가 있다. 
식품에 함유되어 있는 유산균 측정 시 일반 유산균 및 Bifidobacterium
의 선택적 검출을 위해 많은 배지들이 사용되고 있다 [13-15]. 일반 유산균 
검출 시 BCP (Plate count agar with bromocresol purple) 배지를 사용하며 
Bifidobacterium 검출 시 식품공전과 여러 시험법에서 널리 사용되는 배지
로 BS (Bifidobacterium selective medium) 배지와 TOS-MUP (transgalacto-
oligosaccharides with mupirocin) 배지가 있다 [16-18]. 
Bifidobacterium 검출 시 사용되는 BS 배지는 BL (Briggs liver) 배지에 
일반 유산균 억제 물질인 프로피온산 나트륨, 염화리튬 및 항생제인 파로




Bifidobacterium은 파로모마이신과 네오마이신에 저항성을 갖지만 종에 따
라 다양한 감수성을 보이기 때문에 선택배지에서 일부 Bifidobacterium이 
저해된다는 연구가 보고되고 있다 [19-23]. 또한 Bifidobacterium이 무피로신 
(mupirocin)에 저항성이 있다는 연구 [24]를 통해 개발된 TOS-MUP 배지가 
있으나 이 역시 종에 따라 감수성에 차이가 크기 때문에 모든 
Bifidobacterium 검출에 어려움이 있다 [16]. 
선택배지 사용은 많은 도움을 주지만 위와 같이 종에 따라 항생제 내
성 차이와 다른 미생물의 생장은 저해하며 Bifidobacterium만 촉진시키는 
선택 물질에 대한 이용능 차이가 크기 때문에 [25] Bifidobacterium에 대해 
완전한 선택성을 갖기 힘들며 선택배지로서의 적합성에 문제가 있을 것으
로 사료된다 [13, 20, 22, 23, 26]. 
더욱이 프로바이오틱 유산균 제품의 제조, 유통 및 보관 과정에서 균
체들은 물리적∙화학적 영향으로 손상을 입어 생육 요구성이 민감해져 위
와 같은 항생제가 첨가된 배지에서 배양할 경우 생육이 저해될 가능성이 
있다 [27]. 
Bifidobacterium 분리 및 계수를 위해 많은 선택배지들이 개발되어 왔
지만 아직까지 완전한 선택성을 갖는 배지를 찾아보기 어렵다 [26, 28-37]. 
따라서 본 연구에서는 비선택배지와 선택배지에서 유산균의 생존율을 
검증하였고 손상 받은 균체를 회복시키기 위해 double layer (DL) 배지 제조 
방법을 고안하여 검출 정확도를 높였다. 또한 시중에 판매되고 있는 유산
균 제품으로부터 일반 유산균과 Bifidobacterium을 선택적으로 검출하여 배




2. 재료 및 방법 
 
2.1 일반 유산균 계수 배지에서의 검출 
 
2.1.1 일반 유산균 측정에 사용된 실험 균주 
 
일반 유산균의 계수에 사용되는 BCP 배지에서의 검출률을 알아보기 
위하여 다음과 같은 균주를 사용하였다. Lb. acidophilus KCTC 3145, Lc. lactis 
subsp. lactis KCTC 2013와 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus KCTC 
3779 는 한국 과학 기술 연구원 유전자 은행으로부터 분양 받았으며, 
Leuconostoc mesenteroides ATCC 27258 는 ATCC (American Type Culture 
Collection)로부터 구입하였다. Lb. plantarum KFRI 708 및 Lb. casei KFRI 
699은 한국 식품 연구원에서 구입하였다. 
 
2.1.2 배지 제조 
 
일반 유산균의 계수를 위해 BCP (PCA with bromocresol purple) 배지와 
브로모크레졸 퍼플을 첨가하여 만든 MRS-BCP 배지를 사용하였다. 배지의 
조성은 Appendix에 나타내었다. 
10 진 희석 시 사용한 펩톤식염완충액 (Buffered peptone water)은 펩톤 
10 g, 염화나트륨 5 g, 디소듐포스페이트 3.5 g, 모노소듐포스페이트 1.5 g을 





2.1.3 실험 방법 및 배양 조건 
 
2.1.1 에 서술한 일반 유산균들은 8 ml 의 MRS 액체배지에 1%로 
접종하여 24 시간 배양 후 실험에 사용하였다.  
 
일반 유산균의 계수 시 식품공전 방법을 따랐으며, 약술하면 다음과 
같다. 펩톤식염완충액 9 ml 에 균액 1 ml 을 더하여 10 진 희석 후 배지에 
분주하였다. 도말평판법 (spread plate method)과 주입평판법 (pour plate 
method)을 실시하여 호기적, 혐기적 조건으로 각각 37℃에서 72 ± 3 시간 
배양 후 발생한 황색 집락을 계수하였다. 주입평판법 실험 시 배지의 
온도를 43~45℃로 낮춘 후 분주하였다. 검체와 배지를 잘 혼합하여 
응고시킨 후 배양하였다. 실험의 모든 과정은 무균적인 환경에서 
진행되었다. 







2.2 Bifidobacterium 검출 
 
2.2.1 실험 균주 
 
실험에 사용 된 균주는 다음과 같다. Bifidobacterium adolescentis KCTC 
3267, B. angulatum KCTC 3236, B. animalis KCTC 3219, B. breve KCTC 3419, B. 
infantis KCTC 3249, Lb. acidophilus KCTC 3145, Lb. acidophilus KCTC (3164), Lb. 
delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635, Lb. rhamnosus KCTC 3237, S. salivarius 
subsp. thermophilus KCTC 3779, Lc. lactis subsp. lactis KCTC 2013 및 
Enterococcus faecium KCTC 13225 는 한국 과학 기술 연구원 유전자 
은행에서 분양 받았으며 B. thermophilum KCCM 12097는 한국 미생물 보존 
센터에서 분양 받았다. 또한 Lb. casei KFRI 699 및 Lb. plantarum KFRI 708는 
한국 식품 연구원에서, Lc. cremoris ATCC 19257 은 미국 ATCC (American 
Type Culture Collection)에서 구입하였다. 
B. bifidum BGN4 와 B. longum RD65 는 서울대학교 식품영양학과 식품 






2.2.2 배지 제조 
 
실험에 사용된 배지는 Table 1 에 나타내었다. 항생제 첨가 배지에서의 
생육성을 비교하기 위해 대조군으로 MRS (Difco, Detroit, USA)와 BL (Difco, 
Detroit, USA) 배지를 사용하였다. BS 배지는 BL 배지에 프로피온산 나트륨 
15 g/L, 황산 파로모마이신 0.05 g/L, 황산 네오마이신 0.1 g/L, 염화리튬 3 
g/L를 첨가하여 제조하였다.  
BL 배지와 BS 배지는 121℃에서 15 분간 멸균한 뒤 50℃로 낮추어 
말의 탈 섬유소 혈액을 5%가 되게 첨가하였다. 
TOS 배지 (MBCell, Los Angeles, USA)는 115℃에서 15 분간 멸균하여 
50℃로 식힌 다음 0.22 μm 실린지 필터 (PALL Acrodisc Syringe Filters, Ann 
Arbor, MI, USA)로 여과하여 무피로신 (1 mg/ml)을 첨가하였다.  
DL (double layer) 배지는 항생제를 두 배로 넣은 고체 배지 10 ml 을 
페트리 접시에 분주하여 15 분 가량 굳힌 후 항생제를 넣지 않은 배지 5 
ml을 그 위에 중첩하여 두 층의 배지를 만들었다.  







Table 1. Media for the enumeration of Bifidobacterium 
 
 Non-selective media References 
MRS de Man, Rogosa and Sharpe [38] 
BL Briggs liver [39] 
Selective media References 
BS Bifidobacterium selective [40] 
BS-DL Double layered BS medium  
TOS Transgalacto-oligosaccharides [41] 
TOS-MUP (TM) TOS with mupirocin supplement [42] 
TOS-MUP- DL 
(TM-DL) 







2.2.3 실험 방법 및 배양 조건 
 
MRS 액체 배지에 균을 접종하여 37℃에서 18 시간, 36 시간 또는 54 
시간 동안 배양 후 실험에 사용하였다. 
MRS 액체 배지에 배양한 균 액 1 ml 에 펩톤식염완충액 9 ml 을 
가하여 10 진 희석 후 도말 하였다. 
모든 고체 배지는 Anoxomat System (MART, Lichtenvoorde, Netherlands)을 






2.3 유산균 제품에서의 검출 
 
2.3.1 사용된 유산균 제품 
 
시중에 판매되고 있는 유산균 제품 중 Bifidobacterium 과 일반 유산균 
혼합 제품 6 가지를 구입하여 실험에 사용하였다.  
 
 
2.3.2 배지 제조 및 실험 방법 
 
일반 유산균의 검출을 위해 BCP 배지와 MRS-BCP 배지를 이용하여 
도말평판법 시행 후 호기적으로 배양하였다. 






2.3.4 F-6-PPK 효소 활성 검사 
 
선택배지에서 형성된 콜로니가 Bifidobacterium 인지 확인하기 위해 
fructose-6-phosphate phosphoketolase (F-6-PPK) 활성을 확인하였다.  
Bifidobacterium 은 aldolase 와 glucose-6-phosphate 의 부재로 fructose-6-
phosphate phosphoketolase 를 이용하여 hexose 를 분해한다. 일반 유산균에는 
F-6-PPK 가 존재하지 않으며 Bifidobacterium 에만 특이적으로 나타나기 
때문에 Bifidobacterium 확인 시 많이 이용된다 [35, 43]. 
F-6-PPK 활성 측정은 Orban 과 Patterson [44]의 방법을 따랐다. 
우선 선택 배지 상의 콜로니를 MRS 액체 배지에 접종하여 
배양시켰다. 배양액 1 ml 을 원심분리 (12,000 × g, 5 min)하여 상등액을 
제거한 후 배지 성분을 세척하기 위해 0.05 M phosphate buffer (pH 6.5) 1 
ml에 부유시키고 원심 분리하여 상등액을 제거했다. PB 버퍼 50 μl를 넣어 
침전물을 부유 시키고 세트리모늄 브로마이드 (0.45 mg/ml CTAB) 23 μl 를 
첨가한 후 불화 나트륨 (NaF, 60 mg/ml in DW)과 칼륨 또는 나트륨 
요도아세테이트 (100 mg/ml in DW) 12 μl 를 첨가하였다. 그리고 fructose-6-
phosphate (80 mg/ml in DW) 12 μl 를 첨가 한 후 37℃에서 30 분간 
반응시켰다. 반응이 끝나면 75 μl의 하이드록실아민 염산염 (13.9 g/100 ml in 
DW)을 첨가한 후 실온에서 10 분간 반응시켰다. 반응이 끝나면 
트라이클로로아세트산 15% (w/v) 50 μl, 4 N 염화수소 50 μl 와 염화제이철 
(FeCl3∙6H2O, 5% w/v in 0.1 N HCl)을 순서대로 첨가한 후 색의 변화를 




노란색으로 변화가 없으며 양성으로 나타날 경우 마지막 시약을 첨가하는 
즉시 적자색~적갈색으로 변한다. 
 
 
2.4 통계 분석 
 
모든 실험은 3반복하였으며 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 
실험 결과는 SAS 통계 프로그램 (version 9.4, SAS Institute, NC, USA)의 
일원배치 분산분석 (one-way ANOVA)을 이용하여 분석하였으며 사후분석은 







3. 실험결과 및 고찰 
 
3.1 일반 유산균의 생균수 측정 
 
일반 유산균 검출 시 사용되는 BCP 배지에서의 검출률을 확인하기 위
하여 브로모크레졸 퍼플을 첨가한 MRS를 대조군으로 사용하였고 6종의 
유산균을 이용하여 생균수를 측정하였다. 각 균주는 MRS 액체배지에서 18 
시간 동안 배양한 후 실험에 사용하였다. 결과는 Table 2 에 나타내었으며 
실험은 3반복 하였다. 
 
BCP 배지로 주입평판법 (pour plate method)을 실시하였을 때 혐기 또는 
호기 조건에 상관없이 모든 균에서 다른 배지보다 생균수가 유의적으로 
낮게 나타났다 (p<0.05). 주입평판법은 최근 식품공전이 개정되기 이전에 
사용했던 방법으로 고체 배지를 43~45℃로 유지하여 검체와 함께 혼합하
여 굳히는 방법이다. 여러 요인에 의해 손상되어 있던 균이 주입평판법 이
용 시 배지의 높은 온도에 영향을 받아 회복되지 못하고 사멸되어 생균수
가 낮게 측정된 것으로 사료된다. 
Lc. lactis KCTC 2013의 경우 BCP 배지에 도말하여 혐기적으로 배양하
였을 때 높은 균수를 보였다. S. thermophilus KCTC 3779는 MRS 배지와 BCP 
배지에 도말하여 호기 배양한 것에는 유의한 차이가 없었으나 BCP 배지에 
도말하여 혐기 배양 한 경우 유의적으로 낮게 측정되었다. Leu. 
mesenteroides ATCC 27258을 비롯하여 L. acidophilus KCTC 3145, L. casei KFRI 




도말하여 호기적으로 배양한 경우 유의적으로 높게 나타났다.  
BCP 배지를 이용한 일반 유산균 검출에 사용되는 주입평판법은 배지
의 온도에 균체가 손상을 받아 생균수가 낮게 측정되므로 도말평판법을 







Table 2. The viable counts of lactic acid bacteria grown on MRS-BCP and BCP 








Lb. acidophilus  
KCTC 3154 
MRS  9.55±0.10

























































































 Means ± standard deviations 
2)
 Spread plate method  
3)
 Pour plate method  
4) 







3.2 Bifidobacterium 선택배지에서의 유산균 수 측정 
 
Bifidobacterium 선택배지에서의 검출률을 비교하기 위해 MRS 액체 배
지에 균을 접종한 후 18 시간, 36 시간 및 54 시간 동안 배양하여 MRS, 
TOS, TM, TM-DL, BL, BS 및 BS-DL 배지에 도말 후 배양하였다. 
본 연구에서는 대조군으로 MRS 배지를 사용하였고, Bifidobacterium 
선택배지로 TM 배지와 BS 배지를 사용하였다. TM 배지와 BS 배지에 
첨가되는 항생제에 대한 영향을 확인하기 위해 항생제가 첨가되지 않은 
TOS 배지와 BL 배지를 사용하였다. 또한, 손상된 균체의 회복률을 높이기 
위해 double layer (DL)를 적용한 새로운 배지 제조 방법을 고안하여 검출 
정확도를 높였다. DL 배지는 일반 선택배지의 두 배 농도로 항생제를 
첨가한 배지를 분주하여 굳힌 후 항생제를 첨가하지 않은 비선택배지를 
그 위에 중첩하여 제조한 배지이다. 
 
Bifidobacterium 비선택배지 및 선택배지에서 Bifidobacterium 을 검출한 







3.2.1 Bifidobacterium 선택배지에서 Bifidobacterium 검출 
 
Bifidobacterium 선택배지의 검증 및 개선을 위하여 본 실험을 
수행하였다. 결과는 Table 3 에 나타내었으며 결과 값은 평균 ± 표준편차 
(회복능)으로 나타내었다.  
회복능은 전반적으로 검출률이 높은 BL 배지에 대한 백분율로 
나타내었다 [회복능 (%) = CFU_각 배지 / CFU_BL × 100]. 
MRS 배지와 BL 배지는 비선택배지로 모든 균이 높은 수준으로 검출 
되었으며 BL 배지에서 조금 더 높게 나타났는데 이는 첨가된 혈액이 
손상된 균의 회복을 도운 것으로 사료된다. 
전체적으로 모든 균주에서 TOS 기반 배지에서의 콜로니 크기가 MRS 
배지에서 나타나는 것보다 작게 나타났으며 특히 B. adolescentis KCTC 3216, 
B. animalis KCTC 3219 및 B. thermophilum KCCM12097은 그 크기가 1 mm 
내외로 매우 작았다. 
B. adolescentis KCTC 3216 은 모든 시간 조건에서 BS-DL 배지에 
배양했을 때 생균수가 유의하게 낮게 나타났다. 또한 54 시간 배양한 
균액의 경우 BS 배지에서도 낮게 나타났다 (p < 0.05). B. animalis KCTC 
3219 는 18 시간 및 36 시간 배양한 균액은 배지별 생균수에 큰 차이가 
없었으나, 오랜 시간 배양으로 인해 스트레스를 받은 54 시간 조건에서의 
회복능은 TM 배지 32%, BS 배지 35%로 유의하게 낮게 나타났다. 이는 
손상된 균체가 항생제의 영향으로 회복되지 못하고 사멸한 반면 TM-DL 
및 BS-DL 배지에서는 손상된 균체가 회복되어 80%, 96%로 유의하게 높게 




B. thermophilum KCCM 12097 의 경우 전체적으로 BS 배지에서 
회복능이 낮게 나타났다. 36 시간 배양한 균액의 결과 TM 배지에서 94%의 
회복률을 보였으며 TM-DL 배지에서 111%로 TM 배지에서 보다 높은 
수준으로 검출되었다. 또한 BS 배지에서 회복률은 67%에 불과하지만 BS-
DL 배지에서는 91%로 회복능이 더 좋은 것으로 관찰되었다. 
B. longum RD65 균주를 18 시간 배양한 경우 항생제를 첨가한 배지 
간의 유의적인 차이는 보이지 않았으나 36 시간 및 54 시간 배양한 경우 
BS 배지에서 37%, 23%의 회복능을 보였으나 BS-DL 배지에서는 52% 및 
62%로 높은 회복률을 나타냈다. 54 시간 배양한 균액은 TOS 기반의 
배지에서 2% 이하로 현저히 낮게 나타났다. 
B. angulatum KCTC 3236과 B. breve KCTC 3220의 경우도 마찬가지로 
모든 시간 조건의 BS 배지에서 검출률이 매우 낮게 나타났다. B. breve 
KCTC 3220 의 18 시간 및 36 시간 배양한 균은 TM-DL 배지에서 
유의적으로 높은 수준의 회복능을 보였다. 
특히 B. bifidum BGN4 의 경우 BS 배지에서 검출되는 정도가 배양 
시간이 길어짐에 따라 0.1% 미만으로 현저히 낮게 나타났고 BS-DL 
배지에서도 검출 정도가 낮게 나타났다. 반면 BL 배지를 제외한 나머지 
배지에 비하여 TM-DL 배지에서 각 시간에 따라 75%, 127% 및 94%로 
유의적으로 높은 회복능을 보였다.  
B. infantis KCTC 3249 균주는 BS 배지와 BS-DL 배지에서 거의 
검출되지 않았으나 이에 비해 36 시간 배양한 균액의 경우 TM 배지에서 




B. bifidum BGN4 와 B. infantis KCTC 3249 균은 특히 BS 배지에 
첨가되는 항생제에 영향을 많이 받으며 DL 배지에서 균체의 회복이 잘 
일어나 TM-DL 배지에서 높은 수준으로 검출된 것으로 사료된다. 
BS 배지에 첨가되는 네오마이신과 파로모마이신에 대한 민감성은 균
주에 따라 다르며 [19-23] 그에 따라 여러 배지에서의 회복능 또한 다르게 
나타났다. B. adolescentis KCTC 3216과 B. animalis KCTC 3219를 제외한 대부
분의 균은 18 시간 또는 36 시간 배양한 균수에 비해 54 시간 배양한 경
우 10배에서 1000배 더 낮게 검출되었다. 배양 기간이 길어짐에 따라 스스
로 생성해내는 산에 의한 스트레스로 균체가 손상된 것으로 사료된다. 또
한 BS 배지에서의 회복능은 배양 시간이 증가함에 따라 점차 감소되며 이
는 손상된 균체가 항생제의 영향을 받아 회복되지 못하고 사멸하는 것으
로 사료된다. BS-DL 배지를 사용하였을 경우 BS 배지에 비하여 균수가 상
대적으로 높게 나타났다. 이는 double layer의 항생제가 없는 배지 표면에서 
균이 회복된 것으로 생각된다. 
두 층으로 중첩하여 만든 배지에서 손상된 균체가 회복 될 수 있다는 
가능성을 보였으며 유산균 혼합 시료에서 Bifidobacterium의 계수를 위한 












Viable counts at various incubation times 
(log10 CFU/ml) 
1) 
18 h 36 h 54 h 




































































































































































































































































































































































































































































 Means ± standard deviations 
2)
 Recovery percent ( = CFU of each medium / CFU of BL × 100) 
3)





3.2.2 Bifidobacterium 선택배지에서 일반 유산균 검출 
 
Bifidobacterium 선택배지에서 일반 유산균 검출을 확인하기 위하여 
실험을 진행하였다. 결과는 Table 4 에 나타내었다. 
Bifidobacterium 선택배지에는 일반 유산균의 생장을 저해하는 물질과 
항생제가 첨가되기 때문에 일반 유산균이 검출되어서는 안 된다. 하지만 
실험 결과 E. faecium KCTC 13225 이 BS 배지와 BS-DL 배지에서 3.1×105 
CFU/ml, 1.2×10
5
 CFU/ml 수준으로 검출되었고 Lb. casei KFRI 699 또한 BS-
DL 배지에서 4.2×104 CFU/ml 로 나타났다. 일반 유산균과 Bifidobacterium 
혼합 시료에서 Bifidobacterium 계수 시 선택배지로 BS 배지를 이용할 경우 
오차가 발생할 가능성이 있다. 
또한 Lb. rhamnosus KCTC 3237 도 Bifidobacterium 선택배지인 TM 
배지에서 4.7×102 CFU/ml, TM-DL 배지에서 4.0×102 CFU/ml 수준으로 
검출되었다. 하지만 이는 MRS 에 비하여 천만 배 낮은 수치이며 일반적인 
유산균 검출 시험 시 문제는 없을 것으로 사료된다. 
Lb. plantarum KFRI 708 은 102 CFU/ml 수준에서 colony 가 검출 
되었지만 그 크기가 매우 미세하여 계수가 불가능하였다. 
Lb. acidophilus KCTC 3154, Lb. acidophilus KCTC 3168, Lb. bulgaricus KCTC 
3635, Lb. casei KFRI 699, Lc. cremoris ATCC 19257, Lc. lactis KCTC 2013 및 S. 
thermophilus KCTC 3779 는 항생제가 첨가된 선택배지에서 콜로니가 
관찰되지 않았다. 
Bifidobacterium 의 초기 균수가 높을 경우 위와 같은 결과에 영향을 




유산균에 의해 Bifidobacterium 계수에 오류가 생길 것으로 판단된다. TM 
배지는 BS 배지에 비하여 Bifidobacterium 이 높은 회복률을 나타내며 일반 
유산균의 생장도 효과적으로 저해한다. 따라서 TM 배지 및 TM-DL 배지가 





















MRS 9.23±0.02 9.58±0.20 8.61±0.12 9.36±0.21 9.39±0.34 
TOS 9.24±0.02 5.21±0.10 <7.30 4.93±0.03 <7.30 
TM ND
 2) 
ND ND ND ND 
TM-DL ND ND ND ND ND 
BL 9.28±0.06 9.67±0.06 8.58±0.11 9.33±0.18 9.54±0.09 
BS 5.49±0.05 ND ND ND ND 



















MRS 9.32±0.08 9.42±0.07 8.98±0.08 9.08±0.03 8.69±0.14 
TOS <7.30 9.39±0.06 8.98±0.03 9.10±0.08 ≤7.30 
TM ND 2.66±0.10 ND ND ND 
TM-DL ND 2.60±0.30 ND ND ND 
BL 9.22±0.07 9.34±0.08 9.00±0.16 9.16±0.09 8.49±0.34 
BS ND ND ND ND ND 
BS -DL ND ND ND ND ND 
1) 
Means ± standard deviations 
2)






3.2.3 선택배지를 이용하여 유산균 제품에서의 유산균 수 측정 
 
시중에 판매되고 있는 Bifidobacterium 과 일반 유산균의 혼합 제품을 
구입하여 일반 유산균과 Bifidobacterium 의 생균수를 측정하였다. 각 
제품에서의 생균수는 Table 5 에 나타내었다.  
일반 유산균은 BCP 배지를 이용하여 검출하는데 제품 F 의 경우 
MRS-BCP 배지보다 BCP 배지에서 더 높은 균 수를 보였으며 F 를 제외한 
나머지 제품은 MRS-BCP와 BCP 배지에서 비슷한 결과를 보였다.  
여섯 가지 제품 중 네 개 (A, B, D 및 F)의 제품에 존재하는 유산균이 
TM 배지 및 TM-DL 배지에서 105-106 CFU/ml 정도로 검출되었으나 BS 
배지와 BS-DL 배지에서는 107-108 CFU/ml 로 상대적으로 높게 검출되었다. 
BS 배지보다 TM 배지에서 회복률이 높다는 위의 결과로 미루어 보아 
Bifidobacterium 이 아닌 것으로 생각되어 F-6-PPK (fructose-6-phosphate 
phosphoketolase) 활성 실험을 진행하였다. F-6-PPK 실험 결과 음성으로 
Bifidobacterium 이 아니었다. 반면 TM 배지 및 TM-DL 배지와 BS 배지 및 
BS-DL 배지의 결과가 유사한 제품 C 와 E 의 경우 F-6-PPK 결과 양성으로 
나타났다.  
위의 결과로 보아 BS 배지에서는 Bifidobacterium 이 아닌 균이 많이 
검출되기 때문에 TM 배지 및 TM-DL 배지가 Bifidobacterium 선택배지로 






Table 5. The viable cell counts of lactic acid bacteria and Bifidobacterium grown on various non-selective and Bifidobacterium-selective 





A B C D E F 
MRS-BCP 7.02±0.12 7.23±0.13 8.51±0.11 8.78±0.07 9.10±0.02 7.41±0.06 
BCP 7.19±0.01 7.57±0.27 8.44±0.09 8.81±0.02 9.09±0.06 8.12±0.07 
MRS 9.10±0.08 9.40±0.03 9.09±0.06 8.76±0.13 9.08±0.15 8.76±0.02 
TM 5.22±0.11 6.79±0.02 8.14±0.06 5.00 7.37±0.32 6.46±0.02 
TM-DL 6.36±0.08 6.90±0.05 8.23±0.21 4.78 7.26 6.45±0.15 


























4. 요약 및 결론 
 
본 연구는 비선택배지와 선택배지에서 유산균의 생존율을 검증하였고 
double layer (DL)를 이용한 배지 제조 방법을 고안하여 균의 회복능과 검출 
정확도를 높이고자 하였다. 또한 시중에 판매되고 있는 유산균 제품으로부
터 일반 유산균과 Bifidobacterium을 선택적으로 검출하여 배지의 유효성을 
확인하였다. 이를 통해 실험 방법 및 선택배지가 생균수에 미치는 영향을 
확인하였고 새로운 배지 제조 방법을 고안하여 검출 정확도를 높였다는 
점에서 본 연구의 의의가 있다. 
 
일반 유산균 검출에 사용되는 BCP 배지를 이용한 주입평판법을 
실행하였을 때 생균수가 유의하게 낮게 나타났으며 이는 배지의 높은 
온도에 균체가 손상을 받아 사멸된 것으로 사료된다. 반면 도말평판법을 
이용하여 호기적으로 배양한 조건에서 생균수가 비교적 높게 나타났으며 
일반 유산균 검출 시 이 조건을 이용하는 것이 적절할 것으로 사료된다.  
BS 배지에서 모든 Bifidobacterium 의 생균수가 유의하게 낮게 
나타났으며 E. faecium KCTC 13225 가 105 CFU/ml 수준으로 관찰되었기 
때문에 BS 배지를 선택배지로 사용할 경우 Bifidobacterium 의 선택적 
계수에 오류가 생길 것으로 판단된다. TM 배지는 BS 배지에 비하여 높은 
회복률을 나타내며 일반 유산균의 생장도 효과적으로 저해했다. 따라서 
TM 배지 또는 TM-DL 배지를 Bifidobacterium 선택배지로 사용한다면 더 
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Verification and Improvement of Selective Medium  
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Many selective media have been used for the enumeration of lactic acid bacteria 
including bifidobacteria in fermented food. However, antibiotics added to the selective 
medium inhibit the growth of the lactic acid bacteria. In this study, viability of lactic 
acid bacteria was verified on non-selective or selective media. Double layer medium 
was devised to enhance the viability of Bifidobacterium. MRS-BCP (de Man Rogosa 
and Sharpe with bromocresol purple) and BCP (plate count agar with bromocresol 
purple) agar were used to detect general lactic acid bacteria. Spread plate method 
using BCP agar was better than pour plate method in the selective enumeration of 
lactic acid bacteria under aerobic incubation. BS (Bifidobacterium selective medium) 
and TOS-MUP (Transgalactosylated oligosaccharides propionate agar with mupirocin) 




double layer) and BS-DL (BS-double layer) media were used to increase the recovery 
of Bifidobacterium. The selective recovery of Bifidobacterium was significantly lower 
on BS agar than the other experimental media. In addition, E. faecium KCTC 13225 
was grown on BS agar. Therefore, it was concluded that BS medium is not suitable for 
the selective enumeration of Bifidobacterium. TM agar showed better performance 
than BS agar, and effectively inhibited the growth of the other experimental lactic acid 
bacteria in both MRS medium and commercial probiotic products. In conclusion, TM 
or TM-DL medium may be suitable for the selective enumeration of Bifidobacterium. 
 
 















proteose peptone No.3 10.0 g 
beef extract 10.0 g 
yeast extract 5.0 g 
dextrose 20.0 g 
polysorbate 80 1.0 g 
ammonium citrate 2.0 g 
sodium acetate 5.0 g 
magnesium sulfate 0.1 g 
manganese sulfate 0.05 g 
dipotassium phosphate 2.0 g 
distilled water 1 L 
 
MRS agar 
MRS agar contains 1.5% agar 
MRS-BCP agar 





BCP (plate count agar with bromocresol purple) 
 
peptone 5.0 g 
yeast extract 2.5 g 
dextrose 1.0 g 
tween 80 1.0 g 
L-cysteine 0.1 g 
bromocresol purple 0.05 g 
agar 15.0 g 









beef extract 2.4 g 
proteose peptone No. 3 10.0 g 
pancreatic digest of casein 5.0 g 
soybean peptone 3.0 g 
yeast extract 5.0 g 
liver extract 3.2 g 
dextrose 5.0 g 
lactose 5.0 g 
starch 0.5 g 
potassium phosphate monobasic 1.0 g 
potassium phosphate dibasic 1.0 g 
magnesium sulfate 0.2 g 
ferrous sulfate 0.01 g 
sodium chloride 0.01 g 
manganese sulfate 0.007 g 
antifoam A 0.2 g 
polysorbate 80 1.0 g 
L-cysteine hydrochloride 0.5 g 
Agar 15.0 g 
distilled water 1 L 






sodium propionate 15.0 g 
paromonycin sulfate 0.05 g 
neomycin 0.1 g 
lithium chloride 3 g 
BL agar 1 L 







casein peptone 10.0 g 
yeast extract 1.0 g 
monopotassium phosphate 3.0 g 
dipotassium hydrogen phosphate 4.8 g 
ammonium sulfate 3.0 g 
magnesium sulfate heptahydrate 0.2 g 
L-cysteine-HCl.H2O 0.5 g 




agar 15.0 g 
distilled water 1 L 
1)
 Transgalactooligosaccharide 




TOS agar was cooled to 45-50℃ and added 2 vials MUP supplement 
 
